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凍結保存後加熱 処理が ウェルシ ュ菌NCTC8798の 胞子
形成能 および エ ンテロ トキシ ン産生能 にお よぼす影響
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Influence of Heating Treatment after Freezing Storage on the 
  Spore Forming and Enterotoxin Producing Abilities of 
         Clostridium  perfringens NCTC 8798
Tadataka TANIGUTI and Yasushi NAKAMURA
 The influence of the heating treatment after the freezing storage on the spore forming and 
enterotoxin producing abilities of the culture solutions of Clostridium perfringens NCTC 8798 
has been studied. 
 1) The spore forming ability of the strain NCTC 8798 was increased more definitely by 
the heating (75°C, 20  min.) after the freezing storage (-20° or —30°C, days) of the 
cooked meat culture (37°C, 3 days) solutions than by the only heating of the culture 
solutions. 
 2) The enterotoxin producing, spore forming and heat-resistant (100°C, 10  min.) spore 
forming abilities after the heating of the culture solutions which were stored at —20°C for 
6 days were higher than those of the culture solutions which were stored at —20°C for one 
day. 
 3) The spore forming ability which was elicited by the heating after the freezing storage 
(-20°C, 5 days) was maximum when the freezing (-20°C) - thawing (37°C) was applied 
one time to the culture solutions before the freezing storage, and the ability diminished when 
the freezing - thawing was repeated 2 and 4 times.
緒 言
 ウェル シュ菌は嫌気性胞子形成細菌 であ り,食 中毒
の原因となる.本 菌 による食中毒の主 たる原因食は加
熱調理食 品で あり(1),摂 取 された本菌が腸管 内で
増殖 し胞子 を形成す る際にエンテ ロ トキシンを産生す
るために食 中毒が引 き起 こされ る(2).
 分離菌株 の起病性 の診断に当 っては,胞 子形成培養
におけ るエンテロ トキシン産生 の確認が要求 されるが,
分離菌株の培養保存 において胞子形成能の低下 する場
合があ る.一 般 に,本 菌の胞子形成培養においては,
胞子を順調に形成 させ るために接種菌 に加熱処理(75
℃,20分 間)を 加 える方法(3)が 多 く採用 されてい
る.ま た,加 熱処理 と培養 の反復によ って胞子形成能
および エンテ ロ トキシン産生能が上昇す る(4)と 云
われ る.
 一方,菌 株を凍結保存 した場合に も保存 中に加熱処
理後 の胞子形成能およびエンテロ トキ シン産生能 にお
け る変動が しば しば認め られる.ま た,本 菌 の胞子が
凍結処理 に抵抗性を有す ることはCanadaら(5)
によ って報告 されてお り,冷 凍食品か らの本菌の検 出
(6)も 報告 されてい る.
 従 って,凍 結保存が加 熱処理 による本菌の胞子形成
能およびエンテロ トキ シン産生能 の上昇におよぼす影
響を明 らかにす ることは食品衛生上か ら有 意義であ る
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5凍 結一融解回数が凍結保存後の加熱処理 によ っ
て もた らされた胞子形成能 におよぼ す影響
NCTC8798の 培養菌液 に凍結保存(-20℃,5日
間)前 に凍結一融解(―20℃ 冷気 中で25分 間保持 して
凍結後,37℃ で融解)を0～4回 加 えた場合の,凍 結
保存一加熱処理後 におけ る胞 子形成能を測定比較 した.
測定結果をFig.1に 示 した.
Fig. 1. Influence of the number of the freezing-
      thawing before the freezing storage of 
      the cooked meat culture solution on the
      increasing of the spore forming ability of
     Clostridium perfringens NCTC 8798 by
      the heating treatment after the freezing
        storage. 
      Freezing-thawing : frozen in cold air at  — 
      20°C for 25  min., thawed in a water bath
      at 37°C. 
      Freezing storage : at —20°C for 5 days. 
      Heating treatment : at 75°C for 20  min. 
      Sporulation  cultures  : the medium and the 
      conditions for the incubation are the same
      as those in Tabel 1. 
      Ct : in which the only heating treatment 
      was applied without the freezing-thawing 
      and freezing storage. 
      Cooked meat culture : incubation, at 37°C 
      for 3 days.
すなわち,加 熱処理 のみの適用で胞子形成能 の上昇
が殆 どな く胞子形成率1%以 下であ ったものでも,凍
結保存後加熱処理 によって胞子形成 能が明確 に上昇 し
た.こ の凍結保存後加熱処理によ って もたらされ た胞
子形成能 は凍結保存前に凍結一融解 を1回 加え た場合
に最大で あ った.ま た,凍 結一融解 を2回 および4回
加 えた場合 にはその胞子形成能は減少 した.
考 察
一般 に自然界 か ら加熱処理 によ
って耐熱性菌株 を選
択分離 した場合,分 離株 の多 くは胞子の形成は悪 いが
耐熱性 が強い.こ れは胞子形成過程 のどこかに,加 熱
による遺伝的欠損を生 じ,そ の結果 として耐熱性 機構
は有 して いるが,ほ んのわず かしか胞子を作 らないの
であろ うと云われてい る(10).NCTC8798の 場合
も培養菌液 によっては,75℃,20分 間の加熱処理を加
えて も胞子形成能が上昇 しない場合が認 められた.恐
ら くこの場合 も,上 述のよ うな理 由によって胞子形成
能の低下 があって も上昇は見 られなか ったので あろう,
一方
,NCTC8798の 場合,加 熱処理 のみに よって
は胞 子形成能が上昇 しないときに,予 め凍結保存 して
か ら加熱処理す ると胞 子形成能 が上昇 した.こ の事実
は恐 ら く,処 理前培養菌液中の胞子 の大部分 は加熱処
理によ って遺伝的欠損を生ず るが,予 め凍結保存 され
た場合 には凍結処理によ って軽度 の損傷を受 け,次 の
加 熱処理 によ って死滅す ること,ま た,処 理前培養菌
液中の胞 子の一部すなわち成熟胞子 は凍結保存 および
次に続 く加熱処理によ る損傷 を受 けず完全 な状態で選
択 的に生残 し,そ の結果 として胞子形成能が上昇 した
可能性を示唆す るもの と思われ る.ち なみに細菌胞子
は水分 含有量が特に低 く(11),凍 結処理 に対 して も
耐性 が強いと云われ る.
NCTC8798の 培養菌液 において,凍 結一融解を数
回繰 り返 した後に凍結 保存 し次 に加熱処理 した場合 の
胞子形成能 は凍結保存後加 熱処理 のみによ った場合に
比べ て低 か った.こ の事実は,凍 結保存 に完全 に耐え
得 る胞子 でも,凍 結一融解 が繰 り返 され ると軽度の凍
結 障害を起 こし,次 の凍結保存 に続 く加熱処理 によっ
て胞 子形成過程におけ る遺 伝的欠損 を生 じた胞子が増
加 した可能性を示唆す るものと思 われ る.従 って,凍
結保存 中における温度の変動 が激 しい場合 には凍結保
存後 の加熱処理に より胞子形成能が低下す ることも考
え られ る。
要 約
凍結保存 に 続 く加熱処理 が ウェル シュ菌NCTC
8798の 胞子形成能 およびエ ンテ ロ トキシン産生能 に
およぼす影響を検討 した.
1)NCTC8798の 胞 子形成能 は クック ドミー ト培
養(37℃,3日 間)菌 液に対 し加 熱処 理(75℃,20分
間)の みを加 えた場合 よりも凍結保存(-20ｰあ るい
は一30℃,1～6日 間)後 に加熱処理 を加 えた場合 に
顕 著に上昇 した.
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 2) 培養菌液を6日 間凍結(-20℃)保 存 した場合
は,1日 間 凍結保存 した 場合 に 比べ,加 熱処理後 に
おける エンテ ロ トキシン産生能,胞 子 および 耐熱性
(100℃,10分 間)胞 子 の形成能が高か った.
 3) 凍結保存(-20℃,5日 間)後 加熱処理によ っ
て もた らされ た胞子形成 能は凍結(-20℃)一 融解
(37℃)を 凍結保存前 に1回 加えた場合に最大であ っ
た.凍 結一融解 を2お よび4回 加えた場合 にはその胞
子形成能は減少 した.
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